Desarrollo de biosensores de calcio para el control del proceso de angiogénesis by Gaihier, Fabien
Desarrollo de biosensores de calcio para el control del proceso de angiogénesis Pág. 1 
 
Resumen 
Los descubrimientos de los efectos del calcio extracelular sobre las respuestas celulares 
(como la angiogénesis) particularmente con el receptor-sensor de calcio (CaSR) fueron 
muy importantes especialmente en la ingeniería de tejidos. En efecto, muchos 
biomateriales utilizados en este campo son compuestos de calcio como los vidrios de 
fosfato de calcio por ejemplo. Es conocido que estos materiales liberan el ion calcio en el 
medio extracelular.  
Por eso, el objetivo de este trabajo es de fabricar un sistema que nos permite estudiar y 
monitorizar la liberación de calcio. Este sistema es el electrodo selectivo a iones. 
La fabricación de los electrodos fue realizado mediante pipetas desechables en las cuales 
se sintetizó una membrana polimérica y selectiva del ion calcio a su punta. Para analizar los 
datos del electrodo se utilizó amplificadores, una carta de adquisición de datos y al final el 
software LabView que permite monitorizar los datos de varios electrodos en el mismo 
tiempo y en tiempo real. Se usó este sistema para primero caracterizar los electrodos 
realizando sus curvas de calibración y segundo para estudiar la liberación de calcio de un 
biomaterial, el G5 (vidrio de fosfato de calcio).  
La caracterización de los electrodos nos da informaciones sobre el comportamiento de los 
electrodos de calcio. En este trabajo, se obtuve curvas de calibración que presentaban 
aspectos negativos y positivos. En efecto, la sensibilidad de los electrodos es muy lejos del 
valor teórico que se esperó lo que implica que las medidas no pueden ser cuantitativas. Sin 
embargo las medidas son cualitativas, es decir que se puede compararlas, gracias a la 
reproductibilidad de ellas. La última propiedad nos sirve para medir la liberación de calcio 
del G5. Los resultados muestran que cuando se pone el material en una solución de cloruro 
de potasio se crea un flujo, es decir un gradiente, de concentración de calcio en esta 
solución durante algunas segundas. 
Para concluir, los resultados obtenidos permiten concluir que el electrodo selectivo a iones 
puede ser un buen biosensor para estudiar y analizar el comportamiento de biomateriales o 
proteínas en soluciones fisiológicas y que puede ser también un medio eficaz para conocer 
más precisamente el comportamiento de las células y de los tejidos en relación con 
materiales usados en la ingeniería tisular.  
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]: concentración del ion calcio 
AI: entrada analógica  
AO: salida analógica  
CaSR: Receptor-Sensor de calcio 
DAQ: sistema de adquisición de datos 
EPC: células endoteliales progenitoras  
G5: vidrio compuesto de fosfato de calcio 
ISE: electrodo selectivo a iones 
NO: oxido nítrico  
NPOE: nitrofeniloctiléter 
PCB: tarjeta de circuitos impresos 
PLA: ácido poliláctico  
PVC: policloruro de vinilo 
THF: tetrahidrofurano  
VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular  
VSMC: células de musculo liso vasculares 
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2. Introducción 
Hoy en día la ingeniería de tejidos es un dominio más y más importante. En efecto muchas 
investigaciones se centran en este tema para la reparación y la cicatrización de tejidos 
dañados mediante a los biomateriales por ejemplo. Para mejorar aquella técnica tenemos 
que conocer el funcionamiento y el comportamiento de las células de los tejidos del cuerpo 
humano para anticipar sus reacciones naturales. Es la razón por la cual los biomateriales 
se han de tener propiedades especificadas para cada aplicación. 
En este sentido el control de la angiogénesis, que conocemos sobretodo con un fenómeno 
que favorece el desarrollo de los tumores, es un objetivo primordial para los investigadores. 
En este trabajo se estudiará cuales son los efectos del calcio, que es un elemento muy 
importante en el funcionamiento de las células, sobre la angiogénesis y porqué su estudio 
es muy pertinente.   
2.1. Angiogénesis 
2.1.1. Definición 
La angiogénesis es un proceso de formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de los 
vasos sanguíneos pre-existentes. Durante el crecimiento del organismo y para la 
cicatrización de las heridas este fenómeno se produce de manera normal pero existe 
también en la transformación maligna del crecimiento tumoral (Figura 1). 
En la angiogénesis hay diferentes procesos que conducen al nuevo vaso como la migración 
y la proliferación de células endoteliales, la formación y organización de grupos celulares 
(que pueden unirse eventualmente) para obtener una estructura tubular y al final la 
maduración en vasos sanguíneos. [1] 
 
Figura 1: Representación simplificada de la angiogénesis [1] 
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2.1.2. Etapas de la angiogénesis  
El proceso de la angiogénesis se compone de diez etapas distintas y bien ordenadas 
(Figura 2): 
 
Producción de factores de crecimientos angiogénicos por los 
tejidos heridos que se dispersan en los tejidos cercas 
Los factores se ligan con receptores específicos de las células 
endoteliales de los vasos preexistentes  
Activación de estas células: envió de una señal desde la superficie 
de la célula hasta el núcleo    
Producción de enzimas que disuelven poco a poco mini agujeros 
en la membrana alrededor del vaso    
Proliferación y migración de las células endoteliales a través los 
agujeros disolveos hacia el tejido herido    
Moléculas especializadas de adherencia tiran el vaso sanguíneo 
adelante como un rezón     
Producción de otras enzimas para disolver el tejido delante de la punta del vaso emergente para 
acomodarlo. Como el navío se extiende, el tejido es remoldeado alrededor del navío 
 
Las células endoteliales emergentes se enrollan para formar un 
tubo de vaso sanguíneo 
Tubos de vaso sanguíneo individuales se conectan para formar un 
círculo donde la sangre puede circular 
Vasos recientemente formados son estabilizados por células de músculos específicos 
que da un apoyo estructural. El flujo de sangre empieza… 
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Figura 2: Etapas de la angiogénesis [3] 
 
2.1.3. Importancia de la angiogénesis en ingeniería de tejidos 
Un asunto muy importante de la ingeniería tisular es la vascularización de los tejidos 
diseñados. En efecto cuando los vasos sanguíneos más cercas del tejido se ubican a una 
distancia mayor a 200µm las células de este tejido sufren deficiencias de oxígeno y 
nutrientes. Estas deficiencias provocan la muerta de las células por necrosis. Por eso 
ciertos tejidos vascularizados no pueden ser sustituidos gracias a la ingeniería de tejidos de 
momento. 
Sin embrago, gracias a los conocimientos más y más profundados de los parámetros y 
mecanismos de la angiogénesis tenemos algunas soluciones para resolver este problema 
de vascularización: 
 Utilización de andamios biodegradables 
 Diseño de andamios biodegradables que son capaz de liberar factores de 
crecimiento  de forma controlada 
 Cultivo de células endoteliales y de células del tejido de interés juntos, in vitro 
 Utilización de matrices descelularizadas o prevascularizadas in vivo [4] 
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2.2. Papel del calcio 
2.2.1. Calcio y su relevancia en biología  
El calcio tiene muchas formas en la naturaleza pero en los sistemas biológicos como el 
cuerpo humano se encuentra sobretodo en forma de ión Ca
2+
 o como componente de 
moléculas complejas, por ejemplo las sales de hidroxiapatita. Para la regulación de 
múltiples respuestas celulares y tisulares, este elemento tiene un papel muy importante. La 
concentración extracelular elevada de calcio (10
-3
 M) muestra esta importancia. La 
concentración en las células es de 10
-7
 M. Estas dos concentraciones son reguladas 
mediante pompas y canales iónicos que regulan el paso del medio extracelular al medio 
intracelular. Pero durante ciertos procesos fisiológicos la concentración puede variar de 
manera rápida lo que puede generar respuestas celulares, por ejemplo la despolarización 
de las células, la apertura de canales iónicos, la activación de vías de señalización etc...   
Estos fenómenos de variaciones de concentración de calcio extracelular no eran bastante 
conocidos y no podían ser explicados. El descubrimiento de un receptor sensible a 
variaciones de aquella concentración trajo muchas respuestas [5]. El receptor se llama 
ahora Receptor Sensor de Calcio (CaSR). [4] 
 
2.2.2. Receptor Sensor de Calcio (CaSR): Estructura y Funciones 
Procesos celulares, como la migración o la proliferación, son muy dependientes de su 
interacción con el microambiente, lo que implica que los receptores celulares (como el 
CaSR) tienen una cierta influencia sobre el funcionamiento de algunos mecanismos de la 
célula. Gracias a este receptor el ion de interés no tiene solamente el papel de segundo 
mensajero sino que también es capaz de ejercer la función de primer mensajero [5]. Estos 
mensajeros permiten la transducción de la señal a través de la célula (Figura 3). En efecto 
el primer mensajero, una hormona que generalmente no puede cruzar la membrana 
plasmática de la célula, se une con el receptor específico lo que conduce a la síntesis de un 
segundo mensajero. Este último es intracelular y puede influenciar directamente diferentes 
procesos celulares. [6]     
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Figura 3: Mecanismo de la transducción de la señal hormonal [7] 
Es también importante de tener en cuenta que CaSR que es un receptor de calcio no se 





















 y a múltiples moléculas polivalentes 
[8]. 
Hoy en día estamos seguros de la presencia y de la influencia del CaSR sobre células de 
tejidos que tienen un papel en la homeostasis (capacidad de un sistema de mantener su 
equilibrio en todas situaciones) de calcio o otras células [9]. Hay muchos procesos en los 
cuales el CaSR es involucrado como en la activación de osteoclastos en el tejido óseo por 
ejemplo. En efecto los osteoclastos (células que destruyen los tejidos envejecidos) se 
activan cuando existen bajas concentraciones de calcio extracelular, mientras que cuando 
el CaSR detecta altas concentraciones los osteoblastos (células que constituyen el tejido 
óseo) proliferan y se diferencian [8]. Se ha demostrado que el CaSR tiene un papel en 
diferentes procesos y que está implicado en el desarrollo y maduración del hueso y del 
cartílago, pero también en el funcionamiento de diferentes órganos [10]. En el mismo 
sentido, el CaSR regula la presión sanguínea así que la sobreexpresión de VEGF (Vascular 
endotelial growth factor) lo que provoca la proliferación de las células endoteliales, estimula 
la angiogénesis y aumenta la permeabilidad vascular [11]. 
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Estos son evidencias que destacan la importancia de este receptor en la modulación de 
respuestas celulares según la concentración de calcio extracelular. Además, muchos 
biomateriales que son utilizados en ingeniera tisular son compuestos de fosfato de calcio 
(carbonatos de calcio, vidrios, cerámicas, compuestos…). Este tipo de material libera iones 
al medio y sobretodo calcio. Es una de las razones por la cual es imprescindible analizar y 
conocer el papel del calcio extracelular y sus funciones de modulación de las respuestas 
celulares cuando hay interacción con el material.[4] 
 
2.2.3. Calcio extracelular en vasos sanguíneos  
Hace más o menos dos siglos (siglo XIX) que se conoce la relevancia en biología del ion 
calcio con su importancia en la contracción muscular. Sin embargo, sus efectos en la 
contracción de los vasos sanguíneos fueron conocidos en el siglo XX. Un poco después fue 
descubierto que la aumentación de la concentración de calcio inhibe la respuesta epinefrina 
en la aorta [13]. Este fenómeno es la consecuencia de la inducción de un efecto de 
vasorelajante en la aorta. Gracias a este, el efecto del calcio extracelular en la modulación 
de la contracción de los vasos sanguíneos fue evaluado así como sus efectos sobre la 
presión sanguínea. Hace poco tiempo, se ha demostrado también que el calcio extracelular 
tiene una influencia dual sobre la contracción y relajación de los vasos. En efecto cuando la 
concentración extracelular está comprendida entre 0,5 y 2 mM esta induce una 
vasoconstricción mientras que una concentración extracelular entre 3 y 10 mM induce una 
vasorelajación. Según el mismo estudio, este efecto dual tiene un vínculo con la activación 
del CaSR porque tuvieron los mismos resultados con agonistas del receptor (Mg
2+
 y la 
neomicina). [14, 4] 
 
2.2.4. CaSR como modulador de los efectos del calcio extracelular en vasos 
sanguíneos 
Como se ha visto antes, los efectos del calcio extracelular sobre los vasos sanguíneos 
fueron descubiertos hace más de un siglo. Es después de esta fecha que los 
investigadores empezaron a buscar y evaluar las funciones del CaSR en la regulación de la 
presión sanguínea, que está vinculado con la contracción vascular. 
Hoy en día, las numerosas evidencias de la presencia del CaSR en diferentes tipos 
celulares encontrados en vasos sanguíneos, justifican que el calcio extracelular sea 
considerado como primer mensajero en las vías de señalización celular. 
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 Por ejemplo ciertos estudios mostraron la presencia del receptor en diferentes partes del 
cuerpo como células vasculares de músculo liso, en los nervios periféricos de los vasos 
sanguíneos o, para nuestro interés, en las células endoteliales de diferentes tipos de vasos 
sanguíneos.      
El efecto vasorelajante que induce el calcio extracelular sobre los nervios periféricos a los 
vasos sanguíneos puede explicar los efectos del calcio sobre la contracción vascular. En 
efecto la concentración inicial de calcio [Ca
2+
] activa su receptor en los nervios periféricos 
que controlan la liberación de un poderoso vasodilatador hiperpolarizante derivado a los 
nervios lo que promueve un efecto vasorelajante [15]. Por un lado se ha demostrado que 
un activador del CaSR puede inducir la apertura de canales de potasio modulada por el 
CaSR via la hiperpolarización de las células de músculo liso vasculares (VSMCs) [16]. Por 
otro lado, según estudios, el incremento de [Ca
2+
] o de agonistas de este ion induce una 
disminución de la presión sanguínea a través de la inducción de la producción de NO por 
parte de las células endoteliales [17]. También se ha establecido un vínculo entre la 
activación del CaSR y la sobreexpresión del VEGF. Este tiene influencia sobre la 
proliferación, diferenciación y angiogénesis entonces seguro que podríamos relacionar la 
activación del CaSR al proceso de angiogénesis [12]. La figura 4 debajo explica la relación 
inversa entre la contracción vascular y la concentración de calcio extracelular al basarse en 
las evidencias descritas arriba. [4] 
 
Figura 4: Mecanismo de acción a través del cual el incremento en la concentración 
extracelular de Ca
2+
 activa el CaSR. [4] 
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Gracias a los hallazgos descritos, se puede casi afirmar la importancia del CaSR y del 
calcio extracelular sobre la vasodilatación y la formación de vasos sanguíneos via la 
producción de VEGF. 
En efecto hay recientes evidencias que sugieren que el receptor-sensor de calcio es 
involucrado en un camino bioquímico resultando en un reclutamiento de las EPC y en la 
realización del proceso de angiogénesis [18]. Ahora es establecido que el calcio activado 
por el CaSR promueve la proliferación y la diferenciación en varios tipos de células 
(incluyendo las células endoteliales) [19]. 
 
2.3. Biosensor 
2.3.1. ¿Qué es un biosensor? 
Un biosensor es un dispositivo de detección y cuantificación que se utiliza para analizar o 
medir sustancias biológicamente activas que deben tener un alto grado de sensibilidad y 
especificidad. Se compone de un elemento biológico que es asociado con un transductor 
fisicoquímico, que produce una señal eléctrica discreta o de carácter continúo, en presencia 
de la molécula que se desea identificar (o analito), proporcional a la cantidad presente del 
mismo. Se divisa en 3 partes: 
 Un receptor (sensor biológico) encargado del reconocimiento biológico, el cual se 
encuentra acoplado a una superficie sólida y permite la interacción específica con 
la molécula de interés que se encuentra en solución. Es responsable del 
reconocimiento selectivo del analito y de la generación de la señal física o química 
monitoreada en el transductor.  
 El transductor transforma la señal que viene de la interacción del analito con el 
sensor en otro tipo de señal que podemos medir y cuantificar fácilmente.    
 El detector del biosensor con los procesadores electrónicos para visualizar los 
resultados de las señales obtenidas.  
 
La reacción que se produce entre el analito y el receptor provoca una variación o un 
cambio en las propiedades fisicoquímicas, cuyas el transductor detecta. Gracias a este 
sistema se puede medir la concentración del analito de interés puesto que transforma la 
respuesta del elemento de reconocimiento en una señal medible. [20] 
 
En el caso de este proyecto el biosensor será un electrodo selectivo a iones que 
pertenece a la familia de los biosensores electroquímicos.  
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2.3.2. Electrodo selectivo a iones 
Un electrodo selectivo a iones utiliza las medidas de los potenciales eléctricos en 
soluciones para calcular las concentraciones de un tipo preciso de ion. Un electrodo 
selectivo a iones se compone de tres elementos distintos:  
 Dispositivo de medida de potencial  
 Un electrodo de referencia  
 Un electrodo selectivo 
El primero permite medir la tensión de la celda que forman los dos electrodos (referencia y 
selectivo). Los electrodos de referencia suelen ser de doble junción como el de Ag/AgCl o 
de calomelano respecto a los cuales se miden las variaciones de potencial. Mientras que 
los electrodos selectivos a iones permiten la cuantificación de un ion preciso porque son 
sensibles solamente a este ion. En la figura 5 se presenta el montaje experimental 
empleado para medidas potenciométricas así como su esquema equivalente eléctrico. 
En los electrodos selectivos a iones (ISE), la membrana tiene el papel más importante  ya 
que es responsable del reconocimiento del ion de interés así que de la transformación de la 
señal. En efecto el potencial de la membrana se transforma en una señal eléctrica que se 
puede medir, entonces el detector y el transductor están integrados en un único elemento. 
El sistema de la figura 5 actúa como una pila, de forma que cuando se introduce los dos 
electrodos en la solución, un  flujo momentáneo de iones en la interface existente, entre la 
membrana selectiva y la solución de trabajo, se crea. Este produce una diferencia de 
potencial con una magnitud que depende de la concentración de los iones de interés. [22] 
 
Figura 5: Montaje experimental para realizar medidas potenciométricas utilizando un ISE y 
a la derecha su correspondiente esquema eléctrico. [22] 
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2.3.3. Componentes de la membrana 
 
 Plastificante: Es como un solvente para los componentes de la membrana. Un 
solvente polar aumenta la selectividad de los iones divalentes en comparación 
con los monovalentes. El plastificante da también algunas propiedades mecánicas 
como la flexibilidad o aumenta la resistencia a la ruptura del material…    
 
 Ionophore: Facilita la transmisión de un ion a través de la barrera de lípidos al 
mezclar con un ion o al aumentar la permeabilidad de la barrera a este ion. 
Aquello componente forma un complexo fuerte pero reversible con el ion primario.  
 
 Aditivos: Puede ser utilizado para mejorar el rendimiento del electrodo. Son 
mezclas de cationes y aniones lipofílicos que bajan la resistencia eléctrica de la 
membrana y aumentan el límite de detección al reducir la interferencia aniónica. 
Utilizado también para bajar los flujos iónicos en la fase de la membrana.     
 
 Matriz: Da una estabilidad mecánica (PVC es mayoritariamente utilizado). Debe 
ser un disco plástico poroso y permeable en cuanto al ion intercambiador pero 
impermeable en cuanto al agua. Entonces la matriz separa la solución interna de 
la solución muestra. [23] 
 
2.3.4. Principio de funcionamiento 
Un electrodo selectivo a iones usa las propiedades de algunas materiales de membrana 
para producir un potencial eléctrico (fuerza electromotriz) a fin de mesurar la concentración 
de un ion en solución. El electrodo tiene una membrana selectiva en contacto con la 
solución muestra y una solución interna con iones muestras de concentración fija. Este tipo 
de electrodo tiene generalmente una membrana de PVC con una molécula orgánica 
(ionophore) que se une con los iones de calcio y los transporta. Inicialmente, es decir 
cuando el electrodo está sumergido en la solución muestra, la diferencia de potencial es 
nula porque hay soluciones neutrales en cada lados de la membrana. Sin embrago, muy 
poco tiempo después los iones de calcio empiezan de difundir a través la membrana 
mediante la natura particular de la membrana. Van del lado con la concentración de calcio 
la más elevada al lado menos concentrado. El transporte de los cationes de calcio a través 
de la membrana por difusión provoca la formación de una carga positiva en un lado y por 
consiguiente una carga negativa al otro.  
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Estas cargas en la superficie de la membrana implican un decrecimiento de la migración de 
los iones y que finalmente se para este fenómeno cuando el mecanismo de difusión, 
debido a la diferencia de las concentraciones, se equilibra exactamente con los efectos del 
campo eléctrico, debido a la difusión (Figura 6). [24] 
 
 
Figura 6: Esquema del principio de funcionamiento del electrodo 
El potencial que existe en este equilibre es el potencial de la membrana. Este último se 
calcula según la ecuación de Nernst para un ion especifico en solución (ecuación 2.1):  
 
E: Potencial de la membrana 





T: Temperatura (K) 
F: Constante de Faraday (96487 C.mol
-1
) 
n: Carga del ion a caracterizar 
ai (muestra): actividad iónica del ion i en la solución muestra 
ai (interna): actividad iónica del ion i en la solución interna  
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La actividad química de un ion es una medida de concentración efectiva que representa los 
interacciones (tanto electrostáticas como covalentes) en una solución de los iones unos 
con otros. Es proporcionalmente relacionado con la concentración (ecuación 2.3): 
 
 
γi: Coeficiente de actividad del ion i 
Ci: Concentración del ion i 
 
Para las soluciones ideales que son soluciones con pequeñas concentraciones (sobre 10
-5
 
M) el coeficiente de activad vale 1 entonces la actividad es igual a la concentración.  
Dos científicos (Debye y Hückel) definieron la fuerza iónica (I) con la ecuación 2.4: 
 
zi: carga del ion i  
 
Según el modelo de Debye-Hückel, existe una relación entre el coeficiente de actividad y 
aquella fuerza iónica con la expresión (ecuación 2.5): [25] 
 
 
2.3.5. Caracterización de un electrodo selectivo a iones 
Un electrodo de este tipo se caracteriza con tres parámetros: su selectividad, su 
sensibilidad y su estabilidad. Además debe tener un límite de detección bastante débil y un 
tiempo de respuesta rápida. Al medir el potencial entre el electrodo selectivo y el de 
referencia en una gama de concentración conocida, se puede obtener una curva de 
calibración como en la figura 7.  
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Los datos de la curva describen el comportamiento del sensor según la concentración y la 
parte linear representa algunas características del sensor como la sensibilidad (el 
pendiente) o el límite de detección (límite de la recta).  
 
Figura 7: Curva típica de calibración de medidas potenciométricas [25] 
En relación con la sensibilidad del electrodo el pendiente de la curva de calibración en la 
parte linear se determine gracias al coeficiente de proporcionalidad en la ecuación de 
Nernst. Un electrodo perfecto que detecta un ion monovalente a 25°C debería tener una 
curva con un pendiente de 59.1mV por década de actividad.  En nuestro caso el ion de 
interés es el de calcio que es divalente pues el pendiente debería ser la mitad. Las 
actividades muy altas y muy bajas (es decir encima de 10
-1 
y debajo de 10
-5
) no se ubican 
en esta recta entonces no pueden ser utilizadas para la calibración. El límite de detección 
del sensor se define como el punto (de los datos experimentales) de deviación de la 
respuesta de Nernst extrapolada.   
La presencia de otros iones que el calcio en la solución puede interferir la respuesta del 
potencial del electrodo y provocar una deviación de los datos experimentales de la 
respuesta teórica. Por eso, la selectividad es un parámetro importante que debemos tener 
en cuenta. El coeficiente de selectividad (a menudo Kij) puede ser negativo (preferencia 
para el ion de interés) o positivo (preferencia para el ion de interferencia) pero depende 
ambos de la actividad y del método de determinación.   [25] 
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2.4. Objetivos del proyecto 
El objetivo principal de aquello trabajo es la fabricación de biosensores de calcio, más 
precisamente la fabricación de electrodos selectivos de calcio. Este objetivo incluye: 
 La elaboración de electrodos selectivos de calcio  
 Su caracterización es decir el análisis de su comportamiento según concentraciones 
diferentes y sus características como su sensibilidad 
 Monitorizar el comportamiento del electrodo en gradientes de calcio 
Al final los electrodos son utilizados para medir concentraciones de calcio en soluciones y 
para seguir los flujos de concentraciones (gradientes) en soluciones que contienen 
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3. Materiales y métodos  
3.1. Instrumentación potenciométrica 
La instrumentación de las medidas potenciométricas consiste en dos partes: hardware y 
software. El primero convierte la diferencia de potencial, entre el electrodo selectivo y el 
electrodo de referencia, en datos digitales y el segundo graba la señal digital y permite los 
análisis de datos. 
 
3.1.1. Hardware 
Este tipo de sensores como los electrodos selectivos a iones puede tener una impedancia 
de salida alta lo que provoca problemas de pérdidas de corriente cuando está conectado a 
una carta de adquisición de datos. Es posible resolverlos al leer la señal de los sensores 
mediante un circuito seguidor de tensiones. Se utiliza, para las señales de los dos 
electrodos (referencia y selectivo), un amplificador (Ultra Low Input Bias Current INA116, 
Burr-Brown) (Figura 8) que posee una ganancia de 1.5 (RG=100kΩ). Luego la señal de 
salida es decir la diferencia de tensión entre los dos electrodos es leído por la carta de 
adquisición que es conectada (USB) al ordenador (Figura 9). 
 
Figura 8: Configuración de las patitas (izquierda) y conexiones (derecha) del amplificador 
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Figura 9: Configuración simplificada de las medidas potenciométricas [25] 
La otra meta del hardware es de colectar datos de cuatro sensores diferentes y separados 
de manera simultánea. Entonces hay tres circuitos con tres amplificadores en una tarjeta de 
circuitos impresos (PCB) que son alimentados con una alimentación de ±5V, 50mA 
(Portable Analog Circuit Design Kit, Analog Discovery, Digilent). Las conexiones entre los 
electrodos, la fuente de alimentación, la carta de adquisición y  el amplificador son 
detalladas en el esquema de la Figura 10.  
 
Figura 10: Configuración detallada de las conexiones 
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El amplificador tiene dos conexiones de entrada ( ), una para el electrodo selectivo y 
una para la referencia y una conexión de salida V0 (sin olvidar las conexiones de 
alimentación y de la resistencia). El aparato de adquisición (National Instruments, USB 
6009) tiene ocho canales de entrada analógicas (AI) asimétricas, dos canales de salida 
analógicas (AO), 12 canales de entrada/salida numéricas así que un contador de 32 bits y 
un interface USB. Puede leer voltajes entre ±1 V y hasta ±20 V. 
 
3.1.2. Software 
La meta principal del software es de grabar las señales que provienen del hardware para 
que se pueda analizar fácilmente los datos. Los requisitos en el software son los siguientes: 
 Adquirir el potencial de circuito abierto (es decir con una corriente casi nula) del 
electrodo selectivo a ion según el electrodo de referencia 
 Visualizar este potencial en tiempo real 
 Escribir de manera continua los datos al archivo para reproducir el grafico del 
potencial según el tiempo 
 Para la calibración, y según la pedida del utilizador, escribir datos al archivo 
durante un periodo de tiempo especifico definido por el utilizador 
 Visualizar la curva de calibración en tiempo real 
 Adquirir estas informaciones arribas de tres sensores en el mismo tiempo 
Para estos requisitos, se utiliza el software LabView 2013 (National Instruments) con el 
controlador adecuado NI-DAQmx (National Instruments) porque permite una adquisición de 
datos sencilla y el análisis de los datos digitales.  
La estructura del programa de LabView se compone de dos plataformas independientes. 
La primera parte lee, escribe y visualiza los dates del sistema de adquisición (DAQ) (Figura 
11a) mientras que la segunda calcula y traslada en un grafico el promedio de una señal 
grabada durante un periodo de tiempo definido por el utilizador (Figura 11b). 
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Figura 11: esquema simplificado de las etapas del programa [25] 
En la primera parte, los datos que provienen de la carta DAQ son tratados en datos 
digitales con una frecuencia definida (utilizador) mediante la función DAQ Assistant. Hay 
que definir la natura de la señal (voltaje para nosotros), la gama de la señal de entrada 
(±2V), el ajuste de tiempo (100Hz) así que los canales de la carta DAQ utilizados. Cada 
sensor corresponde a un canal. 
Primero el programa verifica la activación, por el utilizador, de los canales de los sensores. 
Si son activados, se extrae los datos correspondientes de la salida del DAQ Assistant una 
primera vez al cambiar el tipo de datos de Dynamic Data en Array type y una segunda vez 
mediante a la función Index array a fin de indicar el o los canales de interés. Luego todos 
los datos de todos los canales son convertidos en String format y escribidos al archivo 
según el tiempo. Finalmente, en el mismo tiempo, la función Waveform chart permite 
visualizar las curvas de diferentes datos (según el sensor) en un grafico (potencial según el 
tiempo). 
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La segunda parte del programa concierne la calibración de los electrodos selectivos a 
iones. El utilizador puede ver el comportamiento del electrodo es decir su reacción a varias 
concentraciones (o actividades) de una solución dada. En efecto el usador graba la señal 
durante un periodo definido (gracias a un botón interruptor). Los datos grabados (todas las 
5 segundas) son clasificados en una tabla (array) y al final de la grabación el programa 
calcula el promedio. Este valor es luego reportado en una tabla (en la pantalla) con su 
concentración correspondiente (definida por el usador). Finalmente los datos son 
representados en un grafico (potencial según la concentración) lo que permite darse cuenta 
de la calidad del electrodo (comportamiento lineal, pendiente…). [25] 
 
3.2. Electrodo selectivo de calcio 
3.2.1. Preparación de la membrana 
La membrana polimérica selectiva de calcio se compone de cinco elementos (Figura 12): 
ionophore (calcium ionophore V; Sigma, 21203), aditivo (potassium tetrakis (p-chloro 
phenyl) borate; Sigma, 60591), PVC (Sigma, 81392), plastificante (NPOE; Sigma, 73732) y 
solvente (tetrahydrofuran, THF; Sigma 87369). [25] 
 
Figura 12: Componentes de la membrana [25] 
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Para preparar la membrana: 
- Pesar los cantidades necesarios (composición abajo) de ionophore, de PVC y de 
potassium tetrakis (4-chloro phenyl) Borate.  
- Añadir en un vial de vidrio 38µL de NPOE y 0.35mL de THF.  
- Poner el vial (bien cerrado en un vaso de precipitación conteniendo un poco de 
agua) en los ultrasonidos durante 30 minutos.  
Composición:  
 1.2 mg (2 wt.-%) Ionophore: Calcium V 
 18.7 mg (31 wt.-%) Matriz: PVC 
 0.55 mg (1 wt.-%) Aditivo: potassium tetrakis (4-chloro phenyl) Borate 
 38 µL (66 wt.-%) Plastificante: NPOE 
 0.35 mL Solvente: THF  
 
3.2.2. Fabricación de los electrodos 
Se utilizó puntas de pipeta desechable (BioPointe Scientific, 1000µL) para establecer un 
modelo del cuerpo del electrodo selectivo de calcio como en la figura 13 (con una 
membrana polimérica). Se introdujo la punta en la solución para preparar la membrana y 
después se la retiró. Con el fenómeno de capilaridad la solución sube en la punta. Luego se 
dejó secar la pipeta para que el solvente se evapore y que la membrana pudiera formarse 
al final de la pipeta. A continuación se llenó con la solución interna de CaCl2 (100 µl 0.1M 
CaCl2, se tuvo cuidado que no había aire entre el electrolito y la membrana). Por fin, el 
electrodo interna de referencia es un cable de Ag/AgCl entonces la configuración final es: 
Referencia externa | solución de trabajo | membrana | 0.1 M CaCl2, AgCl; Ag 
La membrana debía ser dejada en una solución de CaCl2 (0.1M) durante 12h al menos 
antes de hacer las medidas de calibración. Entre las utilizaciones, el electrodo era 
conservado en la misma solución de CaCl2 pero a 4°C. [25] 
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Figura 13: Electrodo selectivo de calcio [25] 
 
3.2.3. Caracterización de los electrodos 
La calibración del electrodo selectivo permite conocer y analizar el comportamiento del 
sensor cuando está sumergido en diferentes concentraciones de una solución conteniendo 
el ion de interés. Gracias a aquella calibración se obtiene curvas de calibraciones que 
representan la evolución de la diferencia de potencial, entre el electrodo selectivo y el de 
referencia (de tipo Ag/AgCl), según el logaritmo de la actividad iónica. Aquella última se 
calcula con el modelo de Debye-Hückel (ecuaciones 2.3, 2.4 y 2.5) que está descrito en la 
introducción.  
Para realizar estas curvas se utilizó cuatro diferentes soluciones de CaCl2 que fueron 




 M). El electrodo fue 
sumergido en ellas de la menos concentrada a la más concentrada. Esta precaución evita 
que la medida de potencial precedente influya sobre la medida siguiente aunque se limpie 
los electrodos entre cada medida. Dos electrodos diferentes fueron calibrados y tres curvas 
fueron realizadas para cada electrodo. Entonces se obtuve seis curvas de calibración. 
Luego la desviación estándar de cada medida fue calculada tal como la desviación 
estándar de la sensibilidad (pendiente). 
Mediante la curva obtenida es posible obtener características del sensor. En efecto el 
pendiente de la curva representa por ejemplo su sensibilidad, da acceso también a la 
estabilidad haciendo muchas medidas en las mismas condiciones con el mismo electrodo.  
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3.3. Aplicaciones de los sensores 
La meta principal de la fabricación de aquellos biosensores fue de monitorizar en tiempo 
real un gradiente de concentración de calcio. En efecto se utilizó las propiedades selectivas 
de los electrodos para seguir flujos de calcio que fueron liberados por un biomaterial.  
El material de interés usado en esta aplicación fue el G5. Es un vidrio bioactivo altamente 
soluble de fosfato de calcio en el sistema P2O5-CaO-Na20-TiO2. En este trabajo el G5 tenía 
la forma de partículas que estaban en una matriz de PLA (ácido poliláctico). [19] 
Gracias a LabView y a tres amplificadores fue posible monitorizar las medidas de potencial 
de tres electrodos en el mismo tiempo. Sin embargo la disposición de ellos fue muy 
importante para visualizar un gradiente de concentración. En efecto una debe ser cerca del 
material mientras que los dos otros tienen que ser más lejos como en la figura 14. Como lo 
es explicado un poco antes el G5 es altamente soluble es decir que los iones presentes 
(como el calcio que interesamos), cuando son al contacto del agua, van a disociarse y 
difundir rápidamente en el medio. Este último es una solución de KCl de concentración 
0.02M. El cloruro potásico permite neutralizar la fuerza iónica de la solución. 
 
Figura 14: Disposición de los electrodos para monitorizar el flujo de calcio 
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4. Resultados  
4.1. Instrumentación potenciométrica 
El software permite visualizar en tiempo real la diferencia de potencial entre el electrodo 
selectivo y el de referencia. Permite también obtener datos de calibración de cada electrodo 
con la posibilidad para el usador de entrar el valor de actividad del ion de interés en la 
solución.  
El programa del software establece tres pantallas diferentes: 
 La iniciación de cada experiencia en la cual el utilizador entra los detalles del 
electrodo como por ejemplo si el ion de interés es divalente o monovalente y activa 
los sensores (hay cuatro sensores numerados de I a IV) 
 La visualización de la señal en la cual se visualiza los datos de los sensores 
activados en tiempo real de dos maneras: grafica y numerativa. En esta pantalla se 
puede también indicar el valor de actividad del ion de interés en la solución y se 
puede activar una grabación de la señal para que el software colecte datos (tiempo, 
potencial y actividad) de cada sensor activado. Estos datos colectados son 
presentados debajo de la pantalla 
 El análisis de los datos de calibración en la cual se visualiza los datos obtenidos 
mediante la grabación en la segunda pantalla. El potencial según la actividad se 
colecta de manera grafica y con una tabla lo que permite al usador darse 
rápidamente cuenta cual sensor responde bien o mal. 
4.2. Caracterización de los electrodos 
Cuando la solución de CaCl2, en la cual está sumergido el electrodo, es más y más 
concentrada el potencial del electrodo selectivo aumenta también y viceversa. Este 
comportamiento indica el carácter reversible de la unión entre el ion de calcio (Ca
2+
) y la 
membrana selectiva.  
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Se puede ver en los gráficos (Figura 15) que la aumentación del potencial es lineal y que la 
recta se extiende al menos de log a(Ca
2+
)=-4,033 a log a(Ca
2+
)=-1,70667, lo que 




M respectivamente (tabla 1). Se observa 
también en la figura 16 que el límite de detección se ubica entre log a(Ca
2+







M) porque su primer punto (que corresponde a una concentración 
de 10
-5
M) queda fuera de la zona lineal. En efecto el coeficiente R², que determina si la 
ecuación de la recta es adaptada a la distribución de los puntos (más cerca de 1 es, más 
los puntos se acercan de la ecuación de la recta), vale 0,974 (Figura 15) cuando las 









M. Entonces las siguientes medidas con otros electrodos se 
harán con solo cuatro concentraciones diferentes. 
 
log[Ca2+] (M) log a(Ca2+) Potencial (mV) 
-5 -5.010 -170 
-4 -4,033 -146 
-3 -3,101 -100 
-2 -2,289 -34 
-1 -1,707 28 
Tabla 1: Valores de potencial del sensor según la concentración de calcio 
Pág. 30  Memoria 
 
 











Desarrollo de biosensores de calcio para el control del proceso de angiogénesis Pág. 31 
 
Luego las curvas de calibración de 2 electrodos eran realizadas y cada electrodo fue 
medido tres veces. El promedio de estas seis curvas obtenidas fue calculado y trazado en 
el grafico (Figura 17). Las barras de error de cada punto corresponden a la desviación 
estándar de las medidas. 
 
Figura 17: Promedio de curvas de calibración de varios electrodos 
La desviación estándar de cada punto está comprendida entre 6,506 y 12,000 mV lo que 
nos permite concluir que las medidas de estos electrodos están reproductibles y que todos 
se acercan de la ecuación de la recta promedio. Su pendiente tiene un valor de 74,214 
mV/década con una desviación estándar de ±2,866 mV/década. Esta sensibilidad es muy 
lejos del valor teórico de la sensibilidad de un electrodo selectivo a ion para un ion divalente 
como el calcio que es sobre 29,5 mV/década.  
Por eso eran realizadas curvas de calibración de electrodos comerciales (Orion, 
ThermoScientific) en las mismas condiciones es decir con dos electrodos diferentes que 
fueron medidos tres veces. La curva promedio fue trazada (Figura 18) para obtener su 
ecuación. La desviación estándar de cada punto fue calculada así que la de la sensibilidad.  
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Figura 18: Promedio curvas de calibración electrodos comerciales 
Se nota en el grafico que la desviación estándar de los puntos es un poco menos 
importante que la de los electrodos fabricados (comprendida entre 5,953 y 2,796 mV). Sin 
embargo lo que nos interesa más es el valor del pendiente (sensibilidad). En efecto vale 
49.130±0,434 mV/década lo que es también lejos (menos que la de los electrodos 
fabricados) del valor teórico.  
El último resultado nos permite hacer una conclusión en cuanto al valor demasiado grande 
de los electrodos fabricados. No depende solamente de defectos en la elaboración de ellos 
porque sino la sensibilidad de los electrodos comerciales hubiera sido alrededor de 29,5 
mV/década. Pues la causa de este problema podría provenir también de la plataforma de 
medidas, de las diluciones (menos probable porque las diluciones fueron realizadas dos 
veces). Por causa de esta sensibilidad es imposible de realizar medidas cuantitativas es 
decir de conocer con precisión la concentración de calcio de una solución gracias al 
potencial del electrodo.     
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Sin embargo la pequeña desviación estándar (entre 6,506 y 12 para los electrodos 
fabricados) de cada punto y del pendiente (±2,866 mV/década) tiene una importancia en 
cuanto a la utilización de los electrodos. En efecto este demuestra que las medidas con los 
electrodos selectivos de calcio son reproductibles es decir que el potencial tendrá siempre 
casi el mismo valor por una concentración precisa. Gracias a esta propiedad es posible de 
hacer medidas cualitativas para comparar la concentración de calcio de dos soluciones 
diferentes por ejemplo. Entonces la membrana selectiva que se utilizó en este trabajo 
parece un buen candidato para monitorizar la concentración de calcio en tiempo real.   
A modo de conclusión, las curvas de calibración nos dan informaciones sobre el 
comportamiento de los sensores según la concentración de los iones de interés. Primero, 
los limites de detección (límites de la recta) que indica aquí que podemos trabajar con 




M (concentraciones corrientes y fácilmente 
realizables). Segundo, la sensibilidad (pendiente de la curva) tiene un papel importante para 
obtener medidas cuantitativas y que en nuestro caso es imposible de medir precisamente la 
concentración en calcio de una solución (pendiente demasiado lejos del valor teórico). Por 
fin, la reproductibilidad de las medidas que se nota gracias a la pequeña desviación 
estándar (de las medidas y del pendiente) nos permite comparar concentraciones de 
soluciones diferentes o sobretodo visualizar gradientes de calcio. 
 
4.3. Aplicación de los sensores     
En esta parte se monitoriza un gradiente de calcio. Para este se utilizó tres electrodos, un 
material altamente solvente (el G5) que libera calcio y una solución de KCl a 0.02M. El 
objetivo aquí fue de poner los electrodos en una configuración particular para que solo un 
electrodo fuera cerca del material y que los dos otros fueran lejos. Esta configuración 
permitió visualizar el flujo de calcio. 
Entonces se había de tener tres electrodos con una sensibilidad casi igual para que los 
resultados se visualizaran fácilmente. Por eso curvas de calibración de 12 electrodos fueron 
realizadas para tomar los tres que se acercaron lo más. Se elijó estos tres (Figura 19) con 
sus propias ecuaciones: 
 Electrodo 6: y= 54,89x + 94,98 
 Electrodo 10: y= 59,04x + 78,03 
 Electrodo 11: y= 61,22x + 103,85 
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Figura 19: Curvas de calibración de los tres electrodos elegidos para la aplicación 
En esta experiencia el electrodo 6 y el electrodo 10 fueron lejos del material mientras que el 
electrodo 11 fue cerca de él. En la figura 20 el electrodo 6 corresponde al sensor I, el 
electrodo 10 al sensor III y el electrodo 11 al sensor II. 
 
Figura 20: Valores de potenciales en tiempo real según la posición de los electrodos 
Desarrollo de biosensores de calcio para el control del proceso de angiogénesis Pág. 35 
 
Las primeras medidas (sobre 350 segundas) corresponden al momento de la introducción 
del material en la solución de KCl. Se observa que el potencial del sensor II que estaba 
cerca del G5 aumenta un poco más rápido que los otros. Se nota también que los tres 
potenciales son casi iguales alrededor de 395s. Gracias a los ecuaciones previamente 
citadas se puede convertir el potencial obtenido en la concentración correspondiente 
(Figura 21). 
 
Figura 21: Valores de concentraciones, calculadas a partir de las ecuaciones de las curvas 
de calibración de los electrodos, en tiempo real según la posición de los 
electrodos  
Se ve en la figura 21 que los sensores tienen el mismo comportamiento en valores de 
concentraciones que en valores de potenciales porque la concentración del sensor cerca 
del material aumenta más rápidamente que los otros. Sin embargo la concentración de los 
tres otros sensores es igual alrededor 380 segundas es decir que los potenciales se 
equilibran en más o menos 45 segundas mientras que las concentraciones se equilibran en 
30 segundas. Este se puede explicar con la pequeña diferencia entre las tres curvas de 
calibración de cada electrodo (Figura 19). En efecto, como las tres curvas no son 
perfectamente iguales, un valor de potencial da un valor de concentración precisa para un 
electrodo y este mismo valor de potencial da un valor diferente de concentración para un 
otro electrodo. 
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Este comportamiento particular de los electrodos traduce un gradiente de concentración 
causado por la liberación de calcio del biomaterial. En efecto el electrodo cerca del material 
tiene una concentración que aumenta antes los otros porque los iones de calcio no han 
todavía difundidos en toda la solución. Pero después de algunas segundas los iones 
comienzan a difundirse más y más pues las medidas de los sensores aumentan poco a 
poco hasta que el material acaba de liberar calcio y que la solución sea casi homogénea. A 
partir de este momento los sensores miden las mismas concentraciones. Entonces los 
electrodos demuestran que este biomaterial libera un flujo de calcio cuando está sumergido 
en una solución acuosa (mismo tipo de soluciones que en los medios fisiológicos). 
En conclusión el comportamiento de los sensores y la forma de las curvas 
correspondientes son característicos de un flujo de concentración en una solución. Esta 
experiencia muestra que los electrodos son capaces de medir gradientes de concentración 
a pesar de que los valores de concentración no son fiables por causa de las curvas de de 
calibración como es explicado en el capitulo precedente.  
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5. Discusiones  
Las ambiciones de este proyecto fueron de realizar electrodos selectivos de calcio con una 
plataforma adecuada para las medidas (sistema eléctrico, electrónico e informático). Los 
electrodos que fueron fabricados presentan un comportamiento de electrodos selectivos 
(curvas de calibración) y la monitorización de un gradiente de concentración de calcio que 
fue medido con un biomaterial muestra que podríamos aplicarlos en la ingeniería de tejidos. 
Sin embargo, el sistema tiene sus límites y hay mejoras a hacer para optimizarlo aunque 
posea muchos aspectos positivos.  
Como se ha descrito en los resultados estos electrodos pueden ser un sistema de medidas 
de concentración de calcio pero se ha de tener en cuenta también sus fallos. En efecto la 
caracterización de los sensores muestra los límites de estos sensores. Su sensibilidad 
(74.2 mV/década) muy diferente de la sensibilidad teórica de un electrodo selectivo de 
calcio (sobre 29.5 mV/década) imposibilita obtener medidas precisas y cualitativas de 
concentración de calcio. Este fallo podría tener diferentes causas posibles.  
Por una parte, los electrodos selectivos necesitan un electrodo de referencia interna 
(Ag/AgCl). Estos electrodos de referencia fueron fabricados en el laboratorio antes del 
principio del proyecto. Estos electrodos de Ag/AgCl podrían ser agotados por causa del 
tiempo entre la fabricación y la utilización en este trabajo por ejemplo. Además, el tiempo 
entre la elaboración de las membranas selectivas de calcio y las primeras medidas, debido 
al establecimiento de la plataforma de medidas, sería otra explicación posible.   
Por otra parte, se tiene que tomar en cuenta las curvas de calibración de los electrodos 
comerciales con su sensibilidad tampoco cerca del valor teórico. Suponiendo que los 
comerciales no tienen defectos de fabricación, este quiere decir que hay un defecto en la 
plataforma de medidas. La alimentación demasiada débil o las malas conexiones entre los 
cables de conexión de los electrodos y la tarjeta PCB podría explicarlo por ejemplo.   
Se hubiera podido estudiar algunas características físicas de la membrana selectiva de los 
electrodos  como la superficie por ejemplo mediante microscopía electrónica de barrido 
(SEM) con un análisis de espectroscopia de rayos X por energía dispersiva (EDS). En 
efecto nos hubiera dado informaciones sobre la topografía, la rugosidad y la homogeneidad 
de la membrana. Luego su potencial zeta, que es la carga en superficie, hubiera sido una 
información interesante. Para que la membrana juegue su papel correctamente tiene que 
atraer el calcio (ion Ca
2+
 con carga positiva) entonces debe tener un potencial zeta 
negativo. Se hubiera podido también medir las propiedades mecánicas de la membrana del 
ISE pero, por falta de tiempo, no fue posible de hacerlo. 
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Sin embargo los resultados obtenidos con las medidas de calcio liberado por un material (el 
G5) muestran que los electrodos son capaces de comparar diferentes concentraciones de 
calcio y sobretodo de medir un gradiente de concentración de calcio. Aunque los resultados 
sean explotables, se podría mejorar la plataforma de medidas de diferentes maneras 
posibles: 
 La precisión de la señal podría estar mejorada con la ayuda de filtros de paso de 
bandas, por ejemplo después de haber amplificado la señal. También se podría 
utilizar funcionalidades del software LabView, como filtros por ejemplo, para mejorar 
esta señal.  
 Un otro punto que podría optimizarse es las conexiones entre los electrodos y la 
tarjeta PCB. En efecto, estos cables electrónicos se conectan a veces difícilmente 
con los electrodos, lo que podría producir ruido en la señal.  
 La mejora la más sofisticada sería de establecer una comunicación inalámbrica 
entre los electrodos y la plataforma, lo que simplificaría considerablemente el 
sistema. Este sistema fue desarrollado por un grupo de investigaciones en 2004. 
[26] 
 Se podría utilizar más canales, es decir más electrodos en el mismo tiempo para 
obtener medidas aún más precisos 
 Se podría cambiar la conformación de los electrodos con respecto al recorrido del 
fluido. En efecto los sensores en la solución frenan el paso del fluido de calcio y por 
lo tanto del gradiente de concentración. Entonces se podría colocar los electrodos 
de una manera precisa, la cual minimizaría este fenómeno. Esta conformación  
podría ser poner la membrana paralelamente al flujo.  
Logrando minimizar los límites del sistema y hacer una o dos mejoras en este, se podría 
utilizar los sensores de calcio en muchas aplicaciones de la ingeniería de tejidos. En efecto 
el calcio es un elemento de alto interés en particular en los tejidos óseos. Mediante 
electrodos selectivos de calcio se podría medir y controlar la diferenciación de células en 
estos tejidos. En efecto la diferenciación de las células madres en células óseas implica 
variaciones de concentraciones de calcio que podrían ser medidas.  
Además, estos electrodos permiten la adquisición de datos en tiempo real, lo que es muy 
útil en el campo de los tejidos óseos. En este campo, las concentraciones estudiadas están 
muy débiles y sobre todo fluctúan muy rápidamente. El estudio preciso de estos fenómenos 
necesita medidas en tiempo real.  
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Por otra parte una de las metas de fabricar electrodos es de poder medir volúmenes 
pequeños. Este permite por ejemplo medidas en placas de cultivo de células y también 
trabajar con volúmenes reducidos baja el coste de  las experiencias.  
En efecto, la utilización de electrodos selectivos de calcio como biosensores presenta 
muchos aspectos positivos que hacen de este trabajo un proyecto viable y con perspectivas 
de futuro. El primero aspecto positivo es el coste de la fabricación y la facilidad de 
elaboración de los sensores. La utilización de pipetas desechables permite la elaboración 
de un alto número de sensores a un precio bastante bajo (ver la evaluación económica) tal 
y como el hecho que no es difícil de fabricarlos implica que no se necesita tecnologías 
especificas o una habilidad particular. También, como se ha dicho un poco antes, permiten 
medidas con soluciones de pequeños volúmenes lo que baja el coste de las medidas. No 
obstante, el electrodo de referencia interna pone limitas en el tamaño final de los sensores. 
Se podría disminuir el tamaño de las pipetas utilizadas para bajar el tamaño final del 
electrodo pero conservando los propiedades mecánicas de los electrodos necesarias a las 
medidas.  
Otro punto positivo que tiene una gran importancia es la posibilidad de monitorizar los datos 
en tiempo real lo que sería muy útil para estudiar por ejemplo el consumo o la liberación de 
calcio de ciertas células, proteínas o biomateriales. En el mismo sentido, este sistema de 
medidas permite obtener informaciones directamente a partir del medio de estudio es decir 
sin preparación específica para que el medio pueda interactuar con los electrodos. Sería 
muy difícil de estudiar en tiempo real y directamente a partir del medio de estudio con otras 
tecnologías como la fluorescencia por ejemplo. 
Para comparar a otros sistemas de medida, el electrodo selectivo a iones tiene una 
propiedad muy interesante que muchas técnicas no tienen, que es su selectividad es decir 
que permite interesarse a un elemento y solo a este. También su bajo coste comparado a 
métodos más avanzados como la espectroscopia es una ventaja no despreciable. En 
efecto la espectroscopia de emisión atómica de plasma acoplado inductivamente (ICP-
AES) es un método analítico utilizado para la detección de muchos elementos que consiste 
en ionizar la muestra al inyectarlo en un plasma de argón. Este necesita temperaturas entre 
6000 y 8000K entonces es muy caro y muy difícil de hacer en un laboratorio.  
Además este sistema de medidas no se limita solamente al calcio sino que a muchos 
elementos. En efecto existen electrodos selectivos a iones para numerosos elementos 
como el potasio por ejemplo que tiene también un gran interés en la ingeniería de tejidos. 
Entonces se podría realizar otros sensores de otros iones basados en la misma temática es 
decir fabricar y establecer un sistema de medidas económico, de tamaño reducido, que se 
puede realizar bastante fácilmente y que puede aplicarse en la ingeniería de tejidos.    
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El siguiente paso para seguir el proyecto sería de concebir un sistema de medidas que 
permite la adquisición de datos de más canales para aplicaciones en medio de células. En 
efecto el uso de más canales es más relevante, por eso las medidas son más precisas. La 
plataforma utilizada en este trabajo permite monitorizar cuatro sensores en el mismo 
tiempo. Para este, habría que modificar el programa de LabView usado y utilizar más 
amplificadores, tomando en cuenta que la carta de adquisición USB-6009 tiene 8 canales 
de entrada.  
Luego se podría poner en aplicaciones estos sensores de calcio para el estudio de 
gradiente de concentración de calcio. Por ejemplo, se podría medir un gradiente de calcio 
en un medio con células endoteliales. En efecto, la realización de un sistema de medidas 
con más sensores y con células endoteliales nos permitiría estudiar el comportamiento de 
estas células según la concentración de calcio. Para este, habría que realizar un gradiente 
de calcio más o menos permanente (lo que no es el caso con el material G5), con un 
dispositivo microfluídico por ejemplo, para medir la cantidad de células en cada posición de 
los electrodos es decir en diferentes concentraciones de calcio. Este estudio podría ser la 
continuación del trabajo realizado con los sensores de calcio y un buen medio de 
integrarlos en una aplicación in vitro.  En el futuro sería muy prometedor de desarrollar 
biosensores de tamaño suficientemente pequeño para medir el calcio intracelular. Sería un 
progreso muy importante para aplicaciones en la ingeniería de tejidos.   
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6. Conclusión 
A lo largo de este proyecto se utilizó electrodos selectivos a calcio como biosensores que 
fueron fabricados para medir gradientes de concentración de calcio. En efecto es conocido 
que estos gradientes promueven respuestas celulares como la angiogénesis via el 
receptor-sensor de calcio (CaSR). Como muchos biomateriales utilizados en la ingeniería 
de tejidos liberan calcio, es importante tener un medio para medir esta liberación.  
La elaboración de los sensores fue la primera etapa del trabajo, una etapa imprescindible y 
con muchas consecuencias por la continuación.  
La segunda etapa fue la caracterización de los biosensores que permitió, primero, 
establecer el montaje eléctrico necesario para la adquisición y el tratamiento de los datos y 
luego para estudiar el comportamiento de los electrodos según diferentes concentraciones 
de calcio. Este comportamiento dio informaciones tales como por ejemplo que los 
electrodos no pudieran medir concentraciones exactas (por causa de su sensibilidad) sino 
que pudieran comparar diferentes concentraciones y mostrar que una solución tiene más 
calcio que otra.  
La tercera y última etapa era de confrontar los sensores a un biomaterial (vidrio de fosfato 
de calcio) que libera calcio y observar el comportamiento de los electrodos. Los resultados 
obtenidos fueron lo que se esperó es decir que representen el comportamiento 
testimoniando de la presencia de un gradiente de concentración de calcio.  
La capacidad de estos electrodos a medir gradiente de concentración de calcio y su 
pequeño tamaño que permite medidas en volumen sobre 0,1 mL, son propiedades 
suficientes para definir los electrodos selectivos a iones como un buen biosensor.  
Por fin, el biomaterial de fosfato de calcio era solo un ejemplo que pone en juego el calcio 
pero existe un montón de materiales o proteínas que podrían ser medidos para estudiarlos. 
En efecto este trabajo se inscribe en un proyecto más importante en el laboratorio en 
primero y de mucha más gran escala con todo el campo de la ingeniería de tejidos en 
segundo.        
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7. Impacto económico y medioambiental  
7.1. Evaluación económica  
En el actual capitulo se agrupan los costes del proyecto principalmente por estudio 
realizado pudiendo englobar varios ensayos. En éstos son considerados los reactivos 
específicos, los equipos utilizados y el personal necesario para llevarlo a cabo. 
 
Producto Cantidad  Precio (€/L) Coste (€) 
Etanol 0,5 L 25,5 12,75 
Acetona 0,5 L 16,65 8,33 
THF 1  mL 43,7 0,04 
  Total  21,12 
Tabla 2: Costes asociados a los solventes utilizados 
 
Producto Cantidad  Precio (€/g) Coste (€) 
calcium ionophore V 2,4 mg 7880 18,91 
potassium tetrakis (p-chloro phenyl) borate 1,1 mg 99,7 0,11 
NPOE 40 µg 16,34 0,01 
PVC 37,4 mg 0,095 0,01 
  Total 19,04 
Tabla 3: Costes asociados a la fabricación de los electrodos 
 
Producto Cantidad  Precio  Coste (€) 
Cloruro de calcio 50 mL 36,75 €/L 1,84 
Cloruro de potasio 1,5 g 104 €/kg 0,16 
  Total 1,99 
Tabla 4: Costes asociados a las aplicaciones de los electrodos 
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    Cantidad Coste (€) 
Analog Disscovery Oscilloscopio USB 1 159 
Amplificadores INA116PA 3 23,21 
  Total 182,21 
Tabla 5: Costes asociados a los equipos electrónicos utilizados 
 
 
  Duración Precio (€/h) Coste 
Coste de personal 600 h 20 12000 
Tabla 6: Costes asociados al personal necesario para la realización del proyecto 
 
 
  Coste (€) 
Solventes 21,12 
Reactivos 19,04 
Aplicación sensores 1,99 
Equipos electrónicos  182,21 
Personal 12000 
Total  12224,36 
Tabla 7: Coste total del proyecto 
Podemos añadir a este coste el material de laboratorio es decir los gantes, las pipetas... 
que es aproximadamente de 200€. Finalmente el costal total de todo el proyecto es de 
12424,36€. 
 
7.2. Impacto medioambiental 
El impacto ambiental del proyecto se ha tenido en cuenta en todo momento de este 
proyecto. Por esto, muchos de los reactivos utilizados, a pesar de ser usados en 
pequeñas cantidades, han sido tratados de una manera amiga con el medioambiente. En 
efecto existe en el IBEC un protocolo estricto de gestión de residuos a seguir. 
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Estos residuos son embasados según su composición, exista diversos recipientes para 
su almacenaje. Dependiendo del residuo a desechar los embases tienen una capacidad 
u otra y están bien identificados. Su localización en el laboratorio es estratégica, 
encontrándose en puntos cercanos a donde los residuos son utilizados. 
 
En el laboratorio IBEC, diversos protocolos han sido realizados para gestionar los 
residuos químicos pero también biológicos y domésticos.  Así pues, según la naturaleza 
de los residuos, su recogida es separada en basuras distintas. 
 
La retirada de residuos se realiza por parte del personal del Parc Científic siendo ellos los 
que se encargan de la gestión. De forma periódica un día fijo a la semana (miércoles) los 
contenedores llenos son retirados y sustituidos por uso de vacío.  
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